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Die folganden Angaben stnd den vom Anmelder eingereichten Unteriagen ontnommen 

Verfahren und Anordnung zur Geratekonfiguration von konfokalen Mikroskopen 

DieErfindung beziehtsich auf ein Verfahren zur Cerate- 
konfiguraiJon von konfokalen Mikroskopen. vorzugswei- 
se von Laser-Scan-Mikroskopen, bei denen Laserlicht mit 
einer oder mehreren Spektrallinien erzeugt und auf eino 
Probe (16) gerichtet wird, die einen Fluoreszenzfarbstoff 
enthalt oder auf die ein Fluoreszenzfarbstoff aufgebracht 
ist. 

Dabei werdon die Excitationswellenlangen und die Emis- 
sionswellanlangen verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe 
in getrennten Datensatzon erfaCt und diese in einem Da- 
tenspeicher (34) abgelegt. Ebenso warden die mit dem 
Mikroskop einsteiibaren Laserspektren. die auf die Probe 
(16) zu richten sind, und die mit den vorhandenen Fiitern 
erziatbaren Transmissionsapektren in Dater^atzen erfaBt 
und dIese Datensatze ge^petchert. 

Aus einer rechnerischen VerknGpfung dieser Datensatze 
warden Vorgaben fOr die Konfiguration des MIkroskops 

ermlttait. Fibaidf ooogcxooooooco ooaooom 
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Besctureibung 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Go^te- 
konfiguracion von konfoKalen Mikroskopen, vorzugswcisc 
von Lasef-Scan-Mikroskopen, bei denen Laserlicht mit ei- 
ner oder mehreren SpektraUinien erzeugt und auf eine Probe 
gcnchtct wild, die cincn FluorcszcnzfarbstofF cQthalt odc^ 
auf die ein RuoreszenzfarbsiofF aufgebracfai isi, wobei das 
von der Probe reflckderce und/oder emitderte Licht einer 
Hilda as wertung zugrunde gelegt und die Qualitat der Bild- 
auswertung bceinfluBt wird, indem Filter odor Filtcrkombi- 
nauonen in den Mikroskopstrahlengang eiugebrachl wer- 
den, die der Emissions wellcnlangc des Ruoreszenzfarbscof: 
fes cntsprechen. Die Hrfipdung bezieht sich weilerhin auf 
eine Anordnung zur Durchfuhning dieses Vcrfalircns. 

Die Konfokalmiktoskopie bietel als spezielle Weiterent- 
vvicklung der Lichtaiikroskopie die Moglicbkcit, nicht nur 
Mikrostruklurcn hdher aufzuloscn, sondem diese auch in 
der Z-KuordinaUs des Ruuiues ab:^ubiIdeD und zu veniies- 
sen. Das hat dazu gefUhiu daS neben den klassischcn Kon- 
trasiierverfahren HellfcW, Phasenkontrast. und Tnterferenz- 
kontrasL zunehmend die FLuorcszenztechnik in den MitLel- 
punkt des Ihteresses des opdschea Feiogeratebaucs und der 
Wissenschaft gerilckl ist. 

Bei der Fluoreszenztecbnik wird davon ausgegangen, daB 
untcrscbicdlichc Pluorochromc, dcrcn Aorcgungs- und 
Emissions wellenl^ gen in verschiedenen spektralen Ban- 
dem iiegen, die Darslellung von Strukturcn gleichzeitig in 
luehreren Farben erlauben. So konnen in Abhsbagigkeit von 
den spektrajcn Eigeosch often verschiedcner Farbstoffmolc- 
kUle neben morphologischen Inform atioaen auch Aussagen 
Qber physioloeische Parameter gewonnen werden. 

Wird das Konfokalmikroskop fiir fluorometrische Verfah- 
ren gcnutzt, iassen sich Aufschliisse iiber Veranderungen der 
Konzenlradon von lonen und Molekulen ableiten. Dabei 
sind auch Indikatoren von Bedeutung, die zusatzlich znr In- 
tensitaitsabhangigkeit eine Verschiebung des Anregungs- 
oderEniissionsspekirunis zeigen und insofem eine Quandfi- 
zierung von lonenkonzentradonen emioglichen. Als Bc- 
leuchtungsqueUen werden einzelne Laser mit jeweils einer 
Welle nlange oder auch "MuUi-Liiie"-Miscbgaslaser nut 
mehreren nuizbaren Wellenl^gen venvendet. 

Eine derartige Vcrfahrensv/cise einschlieBlicb der zuge- 
horigen OeraCetechnik ist in dca "Mztteiluagen fUr Wzjisen* 
schafi und Tcchnik", Band II, Nr. 1, Scitcn 9-19, Juni 1995 
bescbricben, Hier ist ausfuhrlich dargelegi, daB entspre- 
chend den im Beleucbtungspfad durchgeHihrien Mafinah- 
men zur punktgenauen Objektbeleuchlung mit verschiede- 
nen AnregungswcUeniangen in umgekchrter Richtung auch 
das Design des Detekiionssy stems der Emissions wellcn- 
langc angepaiSt sein muB. Dabei kommi es darauf an, die 
spektral unterschiedlichen loformadonen aus genau demsel- 
ben Bereich einer Probe zu detekderen und diesc pixelgenau 
zu registrieren und fiir die Bildaus wertung bereit zustelien. 
Nur dadurch ist die Aufnahme von 3I>Datensatzen mdgT 
^ lich, die z. B. cine zuverlassige Zuordnung von riiumlichen 
Zell- Oder Gewebestrukturen innerhalb der Mikroarchiick- 
tur Oder die Lokalisation mchrcrer Genortc in Chromoso- 
men erlauben. 

Fiir scqucnzicUcDctckdonen, bcispiclswcisc bei der Aus- 
wertung von Reflexionen und emitdertcr Strahlung beim 
Ruoreszenzverfahren, werden als Anregungsstrahlteiler im 
konfokaien Slrahlengang Neulralteiler und einfachdichroid- 
schc IbUerspiegel vcrwcndet, wobei «n Teilerwcchscl zwi- 
schen aufeinanderfolgenden Aufoahmen erforderlich ist. 
Zur Begrenzung der detekderten Etnissionsblinder werden 
beispicisweise SperrfiUer gcnutzt, wobei wahlweisc Lang- 
pass- und Bandpassdlter zur Fcinabstimtnung der spcktialcn 



lYennung eingesetzt werden konnen. 

Alle Piltericomponenren sind dabei in mororisierren FSl- 
terriidem montieit und steben bei entsprechender Anstcue- 
rung durch Austausch gegeneinandcr bcrcii. 

S Die Aufzweigung des Emissionslichtes in mefaccre Detek* . 
donskanale hat zwar den Vorteil, dafi fiir alle Detektoren Be- z 
Icuchtung- und Dctcktionslochblcndcn cxakt konfokal an- ^ 
geordnet sind, jedoch erhOht sich mit der Anzahl der Dctek- 
tionskanale die Anzahl der moglichen Filterkombinadonen. 

in Das hat zur Folge, daS ein Anwender des Konfokalmikro- 
skops von eincm Huoreszenaifarbstoff cxakt die Anrcgungs-, 
und Emissions weUcnlange kennen muB, um mit dem Mi- 
kroskop ein Bild der Probe bzw. das Bild einer ausgew^l- 
ten Ebene der Probe erstellen zu konnen. 

IS Die Erfindung nutzt bcispiclswcisc den EfTekt, dcmzu- 
folge die mit der Annegungswelienlange in den FarbsloiT 
eingcstrahlte Energie in der Folge in eine Wellenlange nied- 
rigerer Energie transformicrt und wieder vom FarbstofF ab- 
geslruhll wird. Dabei gclimgen die Eiidssionspho lonen Qber 

20 die bereits beschriebenen Spiegel, Filter und Farbleilcr in 
den jeweiligen Detektionskanal und dort zu einem Photo- 
Mtildplier (PMT), der sie detektiert, registriert xind einer 
Bildverarbcitung zur Verfugung stelXt, 

Dabei isl der Weg, den jedes Photon von der Probe zu ei- 

25 nem der Detektoren nimral, von der GerateeinstcUung ab- 
hangig, die der Anwender gcwahlt haL So ist cs aufgruad 
des subjekdvcn Einflusses moglicb, daB der mit der gew^l* 
ten Geratekonfiguration fiir die Photonen vorgegebene Weg 
richtig, ungtlnsrig oder falsch sein kann. 

JO Eine richuge BinstcUung dcrOeratekonfiguradon ist dann 
gcgcbcn, wcnn Laserlicht mit einer spektralen Zusammcn- 
seczung gewShlt wurde, die der Anregungsstrahlung fiir ei- 
nen in der Probe enthaltenen Farbstoff enlspricht, und wenn 
cniissionsseidg die Farbleilcr und Filter in den Mikroskop- 

35 strahiengang eingeschwenkt wordcn sind, dcrcn TVansmissi- 
onsspcktrum der Emissionswellenlangc des FarbsiofTes ent- 
spricbt. 

Eine ungunstige, d. h, zwar funklionsnihige, aber nicht 
opdmale Einstellung ist beispielsweise dann gegcbcn, wcnn 

40 eine Laserkonfiguration gewahlt wurde, die zwar der Anre- 
gungsstrahlung des Farbstoffes entspricht, jedoch Farbteiler 
Oder Filter in den Emissioasscrafalengang eingeschwenkt 
worden sind, die nur fiir cincn Tbil des Emissionsspektrums 
durcfalassig sind. Die Folge ist, daB den jeweiligen Detcktor 

45 nur schwachere Signale als opdmal mdglich erreichen. Ei- 
nen ahnlichcn Effekt bat die Auswahl einer Laserwellen- 
ISnge. die nicht cxakt der AnregungswcUenlange des ge- 
wahlten Farbstoffes entspricht, 

Eine ganz und gar falscbe Einstellung ergibt sich dann, 

30 wenn entwedcr anregungsseitig ein falscher Laser und/oder 
auf der Emissionsscite eine Spiegel- oder Filterkombi nation 
mit Transmissionsspektrum neben dem Emissionsspektnmi 
gewahlt wordcn isl. Das hai zur Folge, daB das gcsainle Sy- 
stem kein Bild erzeugen kann. 

55 Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zu- 
grunde ein Verfahren der vorbeschriebencn Art dcrart wei- 
ccrzubilden, daB fUr den Anwender ohne Vorkennmisse der 
optischen 2Susammenhange bei geringera Zeitaufwarid die* 
Einstellung einer opdmalen GeratekonfiguratLon fOr einen 

60 ausgcwahltcn Farbstoff mogUch ist, 

Erfmdungsgem^B wird die Aufgabe dadurch geldst, daB 
die Excitationswellenl^gen und die EmissionsweUenlan- 
gen verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe in getrennlen Da- 
tensHtzen erfaBt und dicse in eincm Datenspcicber abgelegt 

65 werden. Ebenso werden die mit dem Mikroskop einscellba- 
ren Laserspektien, die auf die Probe zu richten sind. und die 
mit den vorhandenen Filtem und/oder Spektralteilem erziel- 
baren Transmissionsspcktrcn in DatcnsStzcn erfaBt und 
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6iesc Datensatze gespeichert 

Hrfindungsgemae werden aus einer rechncrischen Ver- 
knupfung dicscr Datensiitze Voigaben fUr die KonfiguraGon 
des Mikroskops ermicteli, indem dvuch die VerknUpfung des 
Datensaizes fur die £xcicalioaswellenUUige eines vorgege* 5 
bcnen Ruoreszenzi^bsloffes mit alien auswShlbaren Laser- 
spcktrcn mindcstcns cin Lascrspcktrum ausgcwahlt wird, 
das der ExciialionswellenlSnge des vorgcgebcnen Fluorcs- 
zenzfarbstoflcs entspricht. In dicser Weise wird auch durcb 
VerknUpfung derDaten fiir die Einissionswclienlange dieses 10 
FluoreszcDifarbsiofFcs mit den Dalcn dcr moglichen Filter- 
kombinationen das Transmissionsspektrum crmittelt, wel- 
ches dcr Emissions wcllcniange des vorgegebenen Fluores- 
zenzfaxbsLoffes entspricht. 

Damit wird das aus dcm Stand dcr Tcchnik bekanntc sub- 15 
jektive AuswShlen von Laser- und IVansmissionsspektren 
durcb Verfahrensschritte ersetzt, die fiir jeden Fiuoreszenz- 
farbstoff, dessenExcitadons* und Emissions wellenlangen in 
den betrcCTundcn Dalcnsiitzen abgelegL sind> eine objektive 
Hestimmung und Vot^abe der zugehorigcn Mikroskopkonfi- 20 
guration ermoglichen. Darflber hinaus wird auf diese Weise 
nicht Dur die optimale, sondem auch cine schneliere aufga- 
benbezogenc Binsteilung des Mikroskops erzieltr als dies 
bei einer manuellen Verfahrenswcise der FaU seio kaon. 

In einer Ausgestaltungs variance der Hrfindung werden die 25 
ExcitationswcQcnlangcn vcrschicdcncr Fluorcszcnzfarb- 
stoffe in einem ersten Datensatz, die cinstellbarcn Laser- 
spektren in cinem zwciten Datensatz, die Emissionswellen- 
langen der Fluoreszcnzfarbfoffe in cinem dritten Datensatz 
und die einstcUbaren Piltcr-Transmis^ionsspcklrcn in cinem 30 
vierlcn Datensatz erfaBt und gespeichert 

Im Brgebnis der rechncrischen Verkniipfung des ersten 
und des zwciten Datensatzes wird mindestens cine Einstell- 
kon figuration fUr das Spektrum der Laserstrahlung ermittelt, 
die der Excitationwelienlangc eines vorgegebenen Fluorcs- ^ 
zcnzfarbstoffcs entspricht. In gleicher Weise wird im Ergeb- 
nis der rechnerischen Verkniipfung des dritten und des vicr- 
icci Dalensaiyxj* mindcslens cine Ein^;LcllkunUguraLiun fiir 
das FiUer-Transmissionsspektruzn enniuelt, die dcr Emissi- 
onswellenlaage des vorgegebenen FluoceszenzfarbstofTes <0 
entspricht. 

Die cinzeLnen Datensatze kdnnen zu jeder Zcit ccg^zt 
bzw. bericbtigc werden. Zwischen dem ersten und dritten 
Datensatz besteht insoweit eine Beziehung, als die gespei- 
chcitcn Datcn iibcr die ExcitaUonswellenlangen und die 45 
Emissionswellenl^gen jewcils demselben Fluoreszenz- 
farbstoff zuzuordneu sind und jeweiLs bei Aufruf des Fluo- 
reszenzfarbstoffcs z weeks Vcrknupfiing zur Vcrfiigung sie- 
hcn. 

Eine sehr bevorzugte Ausgeslaltung der Erfindung sieht 50 
vor, dafi die Datcn aller Datensatze jeweils als Kette von Bi- 
nardaien erfafit werden und daB jeder Binarwert einer sol- 
chcn Keltc eineiri bestinuiitcn Abschnitl AX in ein und dem- 
selben Wellenlangen bereich Xi bis X2 zugeordnet wird. Da- 
bei wild cin Abschnitt AX immer dann durch einen Binar- 55 
wert "0'* dcfiniert, wenn die in dicscm Abschnitt AX zu mes- 
sende SirahlungsintensitSt unter einem Sch well were y Uegt. 
Andcrcrscits wird cin Abschnitt AX, in dem die Strahlungs- 
intensitsit iiber dem Sch well wert y liegt, mit einem Binar^ 
wcirt'T'dcfinicrt. 60 

FUr die Datcn cincs zur Belcuchtung der Probe dienenden 
Laseispektrums bedeutec das, daB alle innechalb des Wellen- 
Isingenbereiches Xi bis X2 liegendcn Abschnitt AX mil einem 
Binarwert "1" bewcrlet werden, in denen die Laserstrahlung 
mit einer Uber dem Schwellwert y liegenden Intensiciit auf 65 
die Probe gestrahlt wird. Allen anderen AX inneifaalb des 
Wellenl&igenbereiches Xi bis X2, bei denen die Inteositat 
unter dcm SchwcUwcrt y Ucgt, wird der Binarwert "0" zuge- 



ordneL 

• Fur die Daten dcr Hxcitarionswel fen langen dcr Fluores- 
zenzfacbstoffe bedeutet das, daB ledigHch die AK innerhalb 
des WelleniaDgenbereiches Xi bis X2 mit einem Bin&rwcrt 
"1" bewcitet wezden, bei dcoen die Intensi^t des auf die 
Probe gerichteten Laserlichtes iiber dcm Schwellwert y 
licgt, bei dcm mit Sichcrhcit cine Anrcgung des bctrcffcn- 
den Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt. Alle weiteren Tbilberei- 
che AX, bei denen die Intensitat unter dem Schwellwert. y 
liegt und insofcm nicht mit Sicherheit zur Anregung aus- 
reichi, werden mit dcm BinSrwcrt "0" bcwertet. . 

Fiir die Daten der Emissianswellenlangen werden Icdig-i 
lich die AX des Wellenlangenbereiches Xi bis X2 mit " I" be- 
wertet, fiir die bei angeregtem Farbstoff eine Intensitat zu 
mcsscn ist, die iibcr dcm SchwcUwcit y licgi. 

Bei der Bewertung von Filtem bzw. Hlteikombinationen 
wird nur dem Teilbereicb AX cin Binarwert "1" zugeordnet, 
fur den bei einer Strahlungsintensi tat, die iiber dem Schwell« 
werl y Uegt, die beueHeaden FilUer bzw. Filicrkouibinaiio- 
nen transparent sind. Dagegen werden alle anderen Ibilbc* 
reiche AX mil dem Binarwert "0" bewerlet. 

Mil dieser Art der Datenerfassung entstehen fur alle zu 
spetcbemden Informadonen BinSrwertkeaen aus einer stecs 
gldch grofien Anzahl voa Binarwerten. Innerhalb einer je- 
den Kette ist die Anzahl der nebeneinander liegenden Bin^- 
wcric " r* cin MaB fur die jcwciUgc Bandbrcitc. Dcr Ort ci- 
ncs Binarwertes "1" bzw. raehrcrcr nebeneinander liegender 
Binarwerie " 1" ist ein MaB fUr die WeUeniaogen 

- die zur Anrcgung des FarbstofiFcs gecignet sind (im 
ersten Datensatz Dl), 

- mit denen cine Strahlung auf die Probe trifift (im 
zweiten Datensatz D2), 

- mit dcncn eine Strahlung von dcr Probe cmitdert 
wird (im dritten Datensatz D3) und 

- fur die cin Filter bzw. eine Filterkombination durcb- 

lassig ist (im vicrten Datensatz D4). 

Somit sind alle Binarwertketten dahingehend miteinander 
vexgleichbar, ob die in ihoen enlhaUenen Binarwerte "1" 
gleiche oder verschiedene \^%Ilealangen bzw. gleiche oder 
yerschiedcne Spektralb^der repr^entieren. 

Wird beispielsweise die Binarwertkette der Excitations- 
wellenlange eines ausgewahlten Fluoreszenzfarbstoffes (er- 
ster Datensatz) mit der Binarwertkette einer ausgewahlten 
Binstellkonfiguration filr ein Laseispektrum (zweicer Daten- 
satz) verglichen, so laBt sich aus den Orten dcr Binarwerte 
"1" in beiden BinUrwertketten crkennen, ob die Bandbreite 
des Laserspektrums die Bandbrcitc des Excitationsspek- 
trums teil weise, voUstandig oder gar nicht iiberdeckt. 

FUr die Koofiguration des Mikroskops ist dann lediglich 
cine Zuordnung der Binarwertketten der beiden Datensatze 
sinnvoU, in denen sich die Orte dcr Biniirwerlc minde- 
stens tcUwcisc. nach MSgiichkeit jedoch voUstandig ubcr- 
decken. 

Als Bewertungskriterium, ob cin Teilbereich AX mit ei- 
nem Binarwert "0" oder ein Binarwert " 1 " beWeriet wird. 
fdient die Strahlung sintensitat der auf die Ptobe treffenden 
Laserstrahlung, wobei bevorzugt der Schwellwert y bei 50% 
dicscr Strahlungsintcnsitat vorgcgcbcn wird. 
. In einer bcsondcrs bevorzugten Ausgesiaitung dcr Erfin- 
dung ist vorgesehen, daB der Weilenlangenbereich, der der 
Ermittlung aller Binarwertketten zugrunde zu legen ist, bei 
Xi=300nm beginnt und bei X2=7pODm endet Weiterhin ist 
bevorzugt vorgesehen, daB jedemiSinarwert "0" oder "1" ein 
Teilbereich AX zugoordnec wird. der einer Bandbreite von 
0,1am entspricbL 

Zur rechnerischen Auswahl eines geeigncten Laserspek- 
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cninis ist erfindungsgemaB voigesehen, da/i die Binanvert- 
keUe 3US dem ersten Daten.satT; die der Excirafionswcllen-' 
Uinge eines vojgegebenen RuoreszenzfarbstoCfes ents^Mricht, 
nacheiaander mit aUen Bin&rwertlceUen des zweiten Daicn- 
satzes durch ejne "AND'-Funkdon logisch verimiipfi wird; 5 
Aus dieser VerknUpfung cntstehea wiedenim Binarwenkct- 
Lcn, von dcncn die BinarwcrtkcCCc cxmittclt und als Exgcbxus 
regis triert wird, in der die meiscen nebeneinander liegenden 
Binarwcrtc "1** auftreterr. Zur Konfiguratioo des Mikro 
skops wird nun das Lasexspektrum vorgegeben, dessen Bi- lO 
narwcrtkctte (aus dem zwcitcn Dalensatz) zu dem rcgistricr- 
ten Ergebnis, d. h. zu der Brgebnis-Binarwertkcttc mil den 
meisten Debeneinander iiegeaden Bin^rwerten "1" gefiihrl 
hat. 

Zur Auswahl eines geeigneten Filter-Transmissions spek- 15 
trams wird die Binarwertkette aus dem dritten Datensatz, 
die der EmissionswcUenlaDgc des vorgegebenen Ruores- 
zcnzfarbsioffes entspricht, nacheinander mit alien Binar- 
werikeLlen des vierLen DaLensaLites durch "AND"-FunkUon 
verkiiuptt. Auch hierbei entsiehen im Hrgebnis wieder Bi- 20 
nanvertkeit«n, von denen diejenigen au^gewahU werden, in 
dcncn mindestens ein Binarwcn "1" auftriit. Von diesen Bi-: 
narwenkeiten wird diejenige besdnunt und ais Ergebnis re- 
gis triert, bei der die meisten nebeneiaander liegenden Binar- 
werte " V auftreten. Zur Konfigurationseinstelluog des Mi- 25 
kroskops wird nun die Filtcrkombination voigcgcbcn, dercn 
Binarwertkette (aus dem vieiten Datensatz) zu der rcgi- 
sUieiten EigebQis-Biaarwertketie gefuhrt hat 

Altemativ zur Erfassung der Daten in Form von Bin&r- 
wertketten und zur Ermittlung einer opdmalen Konfigura- 30 
tion des Mikroskops duxch "AND^'-Verkniipfung dicscr Bi- 
nanvertkctten ist es denkbar> analog zur Berechnung von 
Schwingkreisen In der Elektroteclmik das Laserlicht mit ei- 
ner diskreten WeUcol^ge als Bingangsgr&Qe fiir einen 
Schwingkrcis zu werten. Dabei konnen die Filter beispielsT 35 
weise durch ROCrliedcr simuliert werden. Durch Variation 
nen von R (dem "Widerstandswert") und C (der "Kapazitiit") 
wird die QualiLal eincr Fotoeuiission fiir jcdc KonDguralion 
des Laser-Scan-Mikroskops errechnet und bewertet. Das Er- 
gebnis mit der hochsten Qualitat wird dann als Konfigura- 40 
tion fur die GexxiteeiDstellung vorgegeben. Auf diese Weise 
k<)nnen alle Kombinadonen von Lichcwegen erfaBt und als 
Ergebnis die entsprechenden Filter bzw, Farbteilcr in den 
Mikroskopstrahlengang eingescfawenkt werden. 

Die Aufgabc dec Erfindung wird weitcrhin gcldst durch AS 
ein konfokales Lasennikroskop nric einem Lasennodul zur 
Erzeugung einer Laserstrahlung, die auf eine Probe mit min- 
destens einem Ruorcszeozfaifastoff gerichtet ist und deren 
Spektrum verandcrbar ist und das ubcr Filter untcischiedli- 
cher Transmissionsspekticn vecfugt, die wablweise in deni 50 
Strahlengang des von der Probe reflektiertjen und/oder emit- 
uerten Lichtes einschwenlcbar sind. 

Dabei isi criindungsgemafi vorgesehen, daJ^ das Lasenxto- 
. dul und die Filter mit ansteuerbaren Stelleinrichiungen ver- 
bunden sind. daB ein Datenspeicher fUr Datens^tze von Ex- 55 
citadons- und EmissionsweUenlangea der Fluoreszenzfarb- 
1 stoffe. fiir einen Datensatz von verschiedenen einstellbaren 
Laserspektren und fur einen Datensatz von verschiedenen 
einstellbaren TVansmissionsspektren vorgesehen ist und daB 
wciicrhin cincRcchcnschaltung zur Vcrknupfung dicscr Da- 
tens^tze vorhanden ist, deren Ausgang liber eine Ansteucr- 
einrichtung mit den Stelleinrichtungen verbunden isL 

In der Rechenschaltung ist eine "AND"- Vcrknupfung der 
Daten fiir die Excitadonswelleoiangcn mit den Daten der 
moglicben Laserspektren und eine "AND^-VerknOpfung der 
Daten der Emissions weUcnlangcn mit den Daten der mogli- 
cben Transmissionsspcktrcn vorgesehen. 

In Ausgestaltungen des ccfiodungsgemaficn Lasermikro- 
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skops kann das Lasermodul mebrere Kin- oder Mehrlinien- 
]aser aufweisen, die separat ansteuerhar sind und/nder denen 
ein ansteuerbarer und durchsdmmbarer Spektralfiltex 
(AOTF) und/oder ein ansteuerbarer akusto-opdscher Modu- 
lator (AOM) nachgeschaltct sind, die als StcUeinrichtungen 
diexxea und durch deren Ansteuerung verschiedene Laser- 
spcktrcn. auswfihibar sind. 

Weitcrhin ist vorgesehen, daB mchrere LinienfiUcr und/ ' 
oder Spektralteiler auf Filteiradem angeordnet und durch 
Drehung dieser RSder gegeneinander austauschbar sind. 

Die Erfindung soil nachfolgend an Hand eines Ausfuh- 
rungsheispieles naher eriautert werden. In den zugehorigen 
Zeicbnungen zeigen 

Fig- 1 ein Beispiel fiir die Bandbreite einer auf die Probe 
gcrichtetcn Laserstrahlung cinschlieOltch der zugehdngen 
Binarwertkette, 

Fig. 2 das Beispiel einer Binarwertkette fiir einen ausge- 
wahlten FluoreszenzfarbstofT sowohl fOr die Excilations- 
weUenliinge als auch fur tlie Euussionswellenliinge, 

Fig. 3 ein Beispiel fiir das Transmissionsspekttum eines 
Filters mil zugehdriger Binarwertker.te, 

Fig. 4 ein Beispiel fur die logische Verkniipfung der 
Spektren aus Fig. 1 und Fig. 2, 

Fig, 5 ein Beispiel jRir die logische Verkniipfung der 
Spektren aus Fig. 2 und Fig. 3. 

Fig. 6 die prinzipicllc DarstcUung cincr Mikroskopaoord- 
nung zur DurchfUhnmg des erfindungsgemSi&en Verfahrens. 

In Fig. 1 ist ein Diagramm dargestellt, auf dessen Ab- 
szisse der WellenlSngenbereich XL=:300nm bis X2=700Dro 
abgctragcn isL Diesem Bereicb ist eine Bin^werikctte zuge- 
ordnet, in der jewcils ein Binarwert "0" oder '* 1 " einem Teil- 
bereich AK entspricht, 

Auf der Ordinate dieses Diagramms ist die Strahlungsin- 
tcnsit^l in Frozen t angcgcbcn. Von den den einzelnen Teil- 
bereichen AX zugeordneten Binanverien werden nur die Bi- 
nanverte mit "1 " definiert, bei denen eine sStrahlung vorhan- 
den ist und diese Strahlung eine Intensitat aufweisL, die iiber 
einen Schwellwcrl y hinausgehu wubei der SchwellwerL y 
mit 50% der auf die Probe treffenden Intensitat vorgegeben 
ist. 

Im Ausfuhrungsbcispiel handelt cs sicb um die Strahlung 
eines Einlinienlasers mit einer Bandbreite, die einem Teilbe- 
reich AX entspricht, so dafi hier Icdiglicb ein Teilbereich AX 
mit dem Binarwert "1" zu bewerten ist. 

In Fig, 2 ist fOr dcnselben Wellenlangcnbercicb Xi bis X2 
eioe Bewenung der Excitations- und Emissionswellenlan- 
gen eines ausgewahlten, nicht naher bczeichneten Ruores- 
zenzfarbstoffes daigesteUt. 

Hier ist ebenfalls jedcm Teilbereich SK ein BiaSbrwert "0** 
Oder "1" zugeordnet Die Teilberciche AX, in denen die 
Strahlungsintensit^t, die erforderlich ist, um den Farbstoff 
zur Fluoroszenz anzuregen, unter dem Schwellwert y liegt 
wird dabei slels mit dciu Binarwert "0'* definiert, wahrend 
jeder Teilbereich AX, bei dem die zur Anregung des Farb- 
stoff es erforderljche Strahlungsintensitat uber derh Schwell- 
wert y liegt, mit einem Binarwert "1" bcwertei wird. Die 
Anzahl der nebeneinander liegenden BinSrwerte "1" ist da- 
bei ein MaB fiir die Bandbreite, innerhalb dcrer, die vorgege— 
bene Strahlungsinlensital vorausgesetzT, eine Anregung des 
FluorcszcDzfarbstoffcs mdglich ist. 

Analog hierzu ist ebenfalls in Fig. 2 die Emissionsband- 
breite desselben Ruoreszenzfarbstoffes bewertet worden. 
Wie bei der Anregungsstrahlung ist auch bier die Anzahl der 
nebcneinanderliegenden Biniirwcrte "1", die der Eixiissions- 
sirahiung zugeoninet sind, ein MaC fiir die Bandbreite der 
Emissi onsstrahlung . 

In gleicher Weise ist in Fig. 3 das Thinsmissionsspektrum 
cincs Filters, ebenfalls wieder fiir dcnselben WeUcnlangcn- 
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bereich \i bis A,2, dargestellt Hier sind die Tcilbcreiche AX 
m\t einem Binarwcrt "1" definiert, hei denen die Strahlung 
mil einer Intensiiat den Filter passierc» die iiber dem 
Sch well wen y liegL Die Anzahl der nebeneinander liegen- 
dcn Binarwerce "1" isl ein MaB fUr die Filterbandbreite. 5 

In jedem diescr Diagranimc nach den Fig, 1 bis Fig. 3 ent- 
sprichl dcr Ort dcs crstcn Binarwcrtcs dcr Wcllcnlangc 
Xi=:300nm, der Orr des letzten Binarwenes der Wellenlange 
X,2=700nm. Da allc Bin^wertketten die gleiche Anxahl Teii- 
bcitcichc AA. habca. sind auch die Orte aUer dazwischcn Ue- lO 
genden Dinarwertc definiert, woraus sich die Verglcichbar- 
keit der Daten fiir das Laserspekirum, fUr die Excitations- 
und EnrtissionswellenlaDge eines Ruoreszenzfaibstoffes so- 
wie fiir die FiltectransmissionsspektreD ergibt 

Ein Beispicl fUr einen solchen Vergleich und die crfin- is 
dungsgemUfie rechnerischc VedcnUpf ung der fdr die cinzel- 
ncn Wellenl^gea brw. Biosteltkonfiguratjonen gespeicher- 
ten Daten ist in Fig. 4 dargesteUt. 

In Fig. 4 5*ind da^i Diagraiuui nach Fig, 1 und das Dia- 
gramni mit der Hxcitationswellenlange aus Fig. 2 uberein- 20 
ander gelegr. Unterhalh des Diagramnis sind die zugehori- 
gen Binarwertketten aus Fig, 1 und Fig. 2 dargesteUt und 
mileinanderdurch eine "AND"-Funktion vcrknUplt Das Er- 
gebnis der VerknCipfung ist ebenfalls eine Binarwcrtkette, 
die jedoch nur an den Posilionen fUr Teilbereiche AX einen 25 
Binarwcn " 1 " aufwcist, fur die sowahl in dcr Binarwcrtkcitc 
nach Fig, 1 als auch in der Binarwertkctie nach Fig. 2 ein 
Bin^rwert " 1 " definiert ist, 

Damil ist dem Ergebnis zu cntnehmcn, dafi mil der ausgc- 
wahltcn Spektraleigenschaft der Lasers trahlung eine Anre- 30 
gung des vorgcgebenen Fluoreszenzfarbstoffes bei ausrei- 
chender StralilungsinlensilSt erfolgen kann. Dicse Konfigu- 
ration wird zur Vorgabe vorgesehen, womil cine wescntliche 
Vocaiussetzung fur eine crfolgreLche Mikroskopie der Probe 
erfuUt ist, 35 

Alle Einstclikonfigurationea im Hiablick auf Laserspek- 
tren, die im Ergebnis der VerknUpfling ihrer Binarwertkette 
uiiL der Binarwertkette eines Fluonuszenzfarbsiufles eine 
Kecte ergebeo, in der keia Binarweit "l" enthalten ist, sind 
fiir die Konfiguration des Mikroskopes nicht geeignet. 40 

Fig, 5 zeigt die analoge Verfahrensweise bei der Ermitt- 
lung einer EinsieUkon figuration fUr ein Filter-Transmissi- 
onsspektrum, das auf die Emissionswcllcnlange cines Fluo- 
reszenzfarbstoffes nach Fig. 2 abgestimmt isL Es ist zu er- 
kehnen, da(3 die Verknupfung der Binardaien ftlr das Emissi- 45 
onsspeklrum eines ausgewahltea Farbstoffes rait den Binar- 
daien eines Filters A zum Ergebnis fuhrt, daB Filter A nicht 
geeignei ist, da in der als Ergebnis der Verknupfung darge- 
stcUtcn Binarwertkette kcin Binarwcrt "1 " auftritt und somit 
die Emissionsstrahlung den Filter nicht passieren kann. An- 50 
ders dagegen bei der Verknupfung der Binardaten dcs aus- 
gewahlten Farbstoffes rait den Daten fUr den Eulter B; Die 
ncbeneinanderliegenden Binarwerte "1" in der Ergebnis- 
ketle der Verknupfung weisen aus> daB diese Kon figuration 
geeignei isl. 55 

In Fig. 6 ist beispielhaft ein konfokales Lasennikzoskop 
zur Ausiibung dcs erfindungsgcmaBcn Verfahrens darge- 
stellt. Darin ist ein Laserznodul 1 vorges^en, das mit den 
Lasem 2, 3 und 4 zur Eczeugung von Laserlicht dcr Wellen- 
langcn 633 nm, 543 nni und 488 nm fur den sichtbaren Be- 60 
reich ausgesiattet ist. Die von deo Lasem 2, 3 und 4 ausgo- 
hcnde Strahlung wird aber mchrcrc Stmhlvereiniger 5. ein 
AOTF 6 und eine Faser 7 in eine Scan-£inrichtung 8 einge- 
koppelt, die mil einer in den Koordinaton x und y strahlab- 
)enkenden Einheit 9 ausgcstariei ist. 65 

In einem zweiten Lasermodul 10 isl ein UV~Laser vorge- 
schcn, dcssen Licht iibcr ein AOTF U und eine Lichdeitfa> 
ser 12 in die Scan-Einrichtung 8 eingekoppelt wird. 



In beiden Strahlengangen sind den lichtleitfasem 7 und 
12 KolliTnationsopriken 13 nachgeordnei^, deren Absrande 
zum jewel li gen Faserende veriinderbar sind und die zu dic- 
se m Zweck mit einer ansteuerbarcn Stelleinrichtung (zeich- 
nerisch nicht dargesteUt) gekoppelt sind. 

Von der strahlablenkendcn Einrichiung 9 wird die Laser- 
strahlung durch cin Scan-Objcktiv 14 in den Strahlcngang 
des vereinfacht dargesiellten Mikroskops 15 eingekoppelt 
und hier auf cine Probe 16 gerichiet, die einen fluoresziercn- 
den Farbstoff enthalt oder auf die. ein solcher Farbstoff auf- 
gebracht worden isL Auf dem Weg zur Probe passieit die - 
LasersUahlung eine Tubuslinse 17, einen Sirahlieiler 18 und-- 
das Mikroskopobjekdv 19. 

Das von dem jeweils beaufschlagten Ort der Probe re flek- 
tierte und/oder emittierte Licht geLangt durch das Mikro- 
skopobjektiv 19 zunick ztir strahlablenkenden Einrichiung 
9. passiut danacb einen Slrahlteiler 20 und wird mit Hilfe 
der Abbildungsoptik 21 nach Aufzweigung in mehrcrc De^ 
ickiionskanale 22 auf Phuioinultiplier 23 gerichlel, von de- 
nen jeweils eioer einem der Detektionskanale 22 zugeordnet 
ist. Zum Zweck der Aufzweigung in die einzelnen Detekti- 
onskanale 22 wird das Licht beispielhaft von einem Um- 
lenlqprisiTia 24 auf dichroitische S'trahlteiler 25 gcrichtcL In 
jedem Detckdonskanal 22 sind sowohl in Richtung ais auch 
senkrecht zur Scrahlungsrichtung vcistcUbare und in ihren 
Durcbmcsscm vcrandcrbaic I^nholcs 26 sowic Emissions- 
filter 27 vorgesehen. 

Die Ausgangc der Photomultiplier 23 fiihren zu den Si- 
gnaleingangcn einer Auswerteschaltung 28, die ihrerseits 
mil einer Anstcucreinrichtung 29 verbunden ist. Die Aus- 
gange dcr Ansteuercinrichtung 29 sind rait den Signalein- 
g^gcn der Lasermodule 1 und 10 sowie mit Signaleingan- 
gen der Stelleinrichtungen zur Beeinflussung der Position 
von opdscheo ElenaenCen bzw. Baugruppcn, wie beispiels- 
weise der Posidon der Koliimalionsopcikea 13, der Pinholes 
26 u, a. vetbuaden (im Detail nicht dargesteUt). 

Beispielhaft ist die in die Scon-Einrichtung B eingekop- 
pelle Lasenilrahlung durch einen Slrahlleiler 30 ver^weigt. 
wobei einer dcr Zweige auf einen optoelektronischen Emp- 
finger 31 gerichtet ist, dem mehrere auf Filcerradem ange- 
ordnete und durch Drehung der Filterrader gegenein ander 
austauschbare Linienfilter 32 und ebenso gegeneinander 
austauschbare NeutralfiUer 33 vorgcordnet sind, Der Aus- 
gang des Empfangers 31 Uegt ebenfalls an einem Signalein- 
gang der Auswerteschaltung 28. Die Filterrader, auf denen 
die Linienfilter 32 und die Neutralfiltcr 33 angcordnct sind, 
sind rait Stelleinrichtungen gekoppelt, deren Steuereingange 
mit Signalausgangen der Ansteuercinrichtung 29 verbunden 
sind (zcichncrisch nicht dargesteUt). 

Die Auswerteschaltung ist aufierdem mil einem Daten- 
speicher 34 verbunden, in welchem die Datensatze Dl bis 
D4 von Excitations- und Emission sweEenlangen verschie- 
dener HuoreszenidTarbsloire, von Laserspeklren und von 
einstcllbarcD Tiransmissionsspeklren in jeweils einem ge- 
sonderten Datcnsatz abrufbar gespeichert sind.. 

In der Auswerteschaltung 28 ist eine Rechehschallimg zu 
der weiter oben bereits dargestellten crfindungsgem&Gen 
VerknUpfuQg der Daten des ersten Datensatzes Dl mit dem 
zweiten Datensatz D2 und derDat^n des dritten Datpns^t^es 
D3 mit dem vicrtcn DalcnsatzD4 vorgesehen. Das jcwciligc 
Rechenergebnis wird in der ebenfalls bereits beschriebenen 
Weise in Form von SLcUbefehlcn iiber die Ansleuereinrich- 
tung 29 an die beiden AOTF 6 und 11 sowie an die Stellein- 
richtungen, mit denen die Emissionsfillcr 27 und beispiel- 
haft auch die in Lage und Durchmesser vcranderbaren Pin- 
holes 26 verbunden sind. 
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Bezugszcichenliste 

I Laserxnodul 
2-4 Laser 
SStrahlvcreinigcr 
6AOTF 

7 Lichtlcitfosor 

8 Scan-Einrichtung 

9 strahlablenkcnde Einrichtung 

10 Lasermodul 

II AO'^rr 

12 Fas era 

13 KoUimationsoplik 

14 Scanobjektiv 

15 Mikroskop 

16 Probe 

17 Tubuslinse 
18, 20 Strahlteilcr 
19 Mikiuskopobjekliv 

21 Abbildungsopuk 

22 r)etckt.iowikanale 

23 Photo-MultipUer (PMT) 

24 Umlenkpnsma 

25 dichroilische Strahlteilcr 

26 Pinholes 

27 Emissionsfiltcr 

28 Auswerteeinbeil 

29 Ansteuereinricbtung . 

30 Sccablteiler 

31 optoclckironischer Empfanger 

32 LinicnfiUer 

33 Ncutralfilier 

34 Datenspeicher 

Patencanspriiche ^ 

1. Verfabren zur Konfiguration cines konfokalen La-r 
scnnikroskops vor txler wahrenU der Unlersuchung ei- 
ner Probe, die mindestens elncn Ruorcszenzfarbstoff 
enihSU- oder auf die mindestens da Fluoreszeazfarb- 40 
Slots aufgebracht isl, wobei ein Laserspektrum ausge- 
wShll und auf die Probe gerichtel wirxl, das dcr Exciia- 
lionswellenlange des jewciligcn Fluoreszcnzfarbstof- 
fes entspricht und optische Filter rum Einschwenken in 
den Mikroskopstrablengang ausgewShlt werden, deien 45 
^rransmissionsspektien der Emissiooswellenl&ige des 
Fluoreszenzfaibsto£fos entsprechen, dadurch gekenar 
aeeiclinet, daB die ExcitationswellcnlSLDgea uod die 
EmissionsweUenlangea vecschicdcpcr Fluoreszenz- 
farbstoffe, die einsteUbaien Lascrspektxen und die dn- so 
stellbaren Filter-lVaiisniissionsspektxea in getrennten 
Daiensatzen crfaBt und in einem Datenspeicher abge- 
LegL werden und aus einer rechnerisehen Vcrkniipfun- 
gcn der Datcnsatze Vbrgaben fiir die Konftguxation des 
Mikroskopes enniltelt werden. 53 

2. Verfahren nach Ansprucb 1, dadurch gekennzeich- 
nct, dafl die Excitations wellenlSngen von Ruoreszenz- 
farbsloffen in einem ersten Datensalz (D\), dieeinstell- 
baren Laserspektren in einem zweiren Datensatz (D2), 
die Emissionswcilcolangcn dcr Fluorcszcnzfarbsioffc 60 
in einem diitten Daiensatz (D3) und die einsiellbaren 
Filier-Transmissionsspektren in einem vierten Daten- 
satz (D4) erfaBt und gespeichert werden, 

_i.1_rx«^*,^-i^^ < ^-7^ daB durch rcchncrischc Vcrkniipfun g des ersten 



stotles enlspricht und 

— dafl durch rechneri.sche Verkniipfung des drit.- 
len und des vicrcen Datensatzes (D4) mindestens. 
eine Einstellkonfiguration fUr das Filter-TVansmis- 
sionsspektnim ermittelt wird, die dcr Emissions- 
wellenlSage des vorgegebenen Fliioreszenzfarb- 
stoffcs cntspricht. 

3. Verfabren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Daten aller Datensatzc jeweils als 
Kettc von Binarwerten erfaBt werden und jcdcr Bin&r- 
wert einer Kettc einem bcstimmtcn Abschniu 6X eines 
WcUenlangcnbereichcs Xi bis zugeordnei wird, wo- 
bei ein Binarwcrt ''O" stets einem Abschniu AX zuge-^ 
ordnet wird, bei dem eine voigegebene Strahlungsin- 
Ccnsitat unter einem SchweUwert y licgt und cin Binar- 
wcrt " 1" stets einem Abschnitl Ak zugeordnet wird, bei 
dem diese Strahlungsintensit&t tiber dem 6*cbwellwcit y 
liegt. 

4. Verfabren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Strahlungsiutensitat der auf die Probe tref- 
fenden T^aserstrahlung /.ugrunde gelegi und der 
SchweUwert y bei 50% diescr Strahlungsintensiiat vor- 
gegeben wird. 

5. Verfabren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Wellenlangenbercich 
XiaSOOnm bis X2=700nm bctragt und jcdcr Binarwcrt 
einem A^FK),lnm cntspricht. 

6. Verfabren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zur Auswahl eines Laser- 
spekurums 

— die Binarwcrlketle aus dem ersten Datensatz 
031). die der Excitationswelleniange eines vorge- 
gebenen Fluoreszenzfarbstoff entspricbt, aachein* 
andcr niit alien Binarwertketten des zweiten Da- 
tensatzes (D2) durch cine "AND"-Funkdon vcr- 
knupft wird, 

— daB aus den dabei entstehenden Binarwertket- 
ten die BinarwenkelLen enidttcll werden, in dencn 
mindestens einmal ein Binarwert "1" aufiritt, 

— daB da von die Binarwcctkclte beslitnmt und als 
Eigebms legisirien wird, in der die meisien ne- 
beneinanderliegenden Bin^erte "l"* auftreien 
und 

— daB das Laserspektruni zur Konfiguration des 
Mikroskops vorgcgcbcn wird, dcssen Binarwcrt- 
ketie zu dem registrierten Ergebnis gefuha hai. 

7. Verfabren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Auswahl eines Kilt»- 
'Ibmsmissionsspektiums 

— die Binarwcrdceue aus dem dritten Datensatz 
(D3). die der Emissionswelleniange eines vorge- 
gebenen Ruoreszenzfatbstoff cntspricht, nachein- 
ander iml alien BinanverlkelLen des vierten Da- 
tensatzes (D4) durch eine "AND'-Funktion ver- 
kntipft wird, 

daB aus den dabei entstehenden Biniirwertket- 
Len die Binajwedkcacn ermiaelt werden, bei de- 
ncn mindestens ein Binarwert "1" auftritt, - — 

— daB davon die Binarwenkeitc beslimmt und als 
Ergebnis regis tricrt wird, bei dcr die mcistcn nc- 
beneinandcrliegendcn Binarwerte "1" auftreien 
und 

— daB das FiLtertransmissionsspektrxim zur Konfi- 
guradon des Mikroskops vorgegebcn wird, dcssen 
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Probe (16) mit mindestens einem Huoreszenzfarbstoff 
gerichtet und dcren Spelctruni vcrSnderbar ist und mit 
Filiem unterschiedlichcc TYansmissionsspektren, die 
wahlweise in den Scrahlcngang dcs von dcrPcobc (16) 
reflektierien und/oder emiiiierten Lichtcs cinschwenk- 5 
bar sind, dadurcb gckennzeichnet, daB das L^semiDdul 
(1) und die Filter mit anstcucrbarcn SicUcinrichtungcn 
verbunden sind, daS ein Datenspcicher (34) fUr Daten- 
satze CDl, D2» D3. D4) von Excitations- und Emissi- 
ons wellenlangen verschiedener RuoieszenzfarbstofTe, io 
von Lascrspcktren und von cinslclibarcn Transmissi- 
onsspekiren vorgesehen Isi und daB eine Rechenschal- 
lung zur Verkniipfung der DatcnsSlze vorhandcn isi, 
dcren Ausgang iaber eine Ansteuereinrichtung (29) mit 
den StcUcinrichcungan verbunden ist. 15 

9. Konfokales Lascrmikroskop nach Anspruch 8, da- 
durch gekennzeichnei» dafl in der Rcchenschaltung 
eine Verkniipfung der Datensatze der Exzitadonswel- 
lenlangen mil den DutensUuen der cinslcllbaicn Laser- 
speklren und eine Verkniipfung der Datensatze der 20 
Hmissionswcllenlangen mir. den DatensSizen der ein- 
steUbaren Transmissionsspektien, jeweils nach eincr 
"AND'-Funktion, vorgesehen sind. 

10. Konfokales Lasennikroskop nach Anspruch 8 oder 

9, dadurch gekennzeichnei. dafi im Lasermodul (1) 25 
mchrcreEin- odcr Mchrlimenlascr (2, 3, 4) voigcsehen 
sind, denen ein absiinunbarer optischcr Filter (6, H) 
und/oder cin ansteuerbarer opCischer Modulator zur 
Einstellung verschiedener Laserspektren nachgeschal- 
ictsind, 30 

11. Konfokales Lasennikroskop nach einem der An- 
sprtiche 8 bis 10» dadurch gckennzeichnet, da/5 mehrerc 
auf Fillerradem angeordnete und durch Drebung der 
Filtcrradcr gcgcneinander austauschbare Linicnfiller 
und/oder mehrere auf Teilerradem angeordnete und 35 
durch DrehUDg der Teilerrader gegeneinander aus- 
tauschbare Spektralieiler vorgesehen sind, wobei die 
Filierriider und die Teilenriider jeweils mil eleklro-me- 
chanisch ansteuerbacen Stelleinrichtungen gckoppcU 
sind. . 40 
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Abstract 

A process for the device configuration of confocal microscopes, preferably of laser scanning microscopes is disclosed, in 
which laser light with one or more spectral lines is generated and directed on a specimen which contains a fluorescent 
dye or on which a fluorescent dye has been applied. In this connection, the excitation wavelengths and the emission 
wavelengths of different fluorescent dyes are recorded in separate data records and these data records are stored in a 
data storage. The laser spectra which are adjustable with the microscope and which are to be directed onto the 
specimen and the transmission spectra which can be achieved with the provided filters are likewise recorded in data 
records and these data records are stored. Presets for the configuration of the microscope are determined from a 
computational linking of these data records 
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